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研究成果の概要（和文）： 臓器移植の際には、移植時操作・虚血再潅流障害・免疫反応が複雑
に関係し、移植臓器に重篤な炎症を惹起し、短期的・長期的な移植臓器障害を生じる。本研究
では、1)ラット小腸移植時に移植直後から筋層において非特異的炎症と T 細胞性の活性化が生
じ、タクロリムスとラパマイシンは移植直後から炎症の抑制に関与し、腸管運動機能の改善に
寄与する、2）長期間作用型のエリスロポイエチン誘導体ダルベポエチンはラット肝虚血再潅
流障害モデルにおいて臓器保護効果を有する可能性があることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： Graft manipulation, ischemia/reperfusion injury and acute 
rejection all initiate a severe cellular and molecular inflammation in graft organ, which 
would impair short- and long-term graft function. In this study, I showed that 1) 
non-specific and T cell mediated inflammation process occurred in graft muscle layer just 
after reperfusion in rat small bowel transplantation, tacrolimus and sirolimus both 
reduced above-mentioned complex inflammation and improved graft motility and 
2)long-acting erythropoietion analog darbepoetion had promising organ-protecting effect in 
rat liver ischemia/reperfusion injury model. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
臓器移植は肝臓・腎臓・心臓・肺・小腸等
の生命維持に必須な臓器における末期臓器
不全に対する唯一の救命治療として 20 世紀
後半より臨床の場に登場した。免疫抑制療法
を中心とした集学的治療の進歩と共にその
成績は向上し、現在では実験的医療ではない
一治療手段として全世界で施行されている。
また、移植患者の良好な quality of life(QOL)
が広く認識されると共に、臓器移植は瀕死の
重症臓器不全に対する救命治療から臓器不
全により QOL が著しく低下した患者に対す
る QOL の改善を目的とした治療という側面
も有するようになってきている。 
 現在の移植医療が抱える問題点には、深刻
なドナー不足、長期的グラフト生存率の更な
る向上が挙げられる。 
近年の移植医療の成績向上や臓器移植が医
療費抑制につながることが広く認識される
につれて移植待機患者数は拡大の一途を遂
げている。その結果移植待機中の死亡患者数
は移植を受けた患者数に迫りつつあり、ドナ
ー不足の解消・ドナー拡大は急務である。ド
ナー拡大の方策として高齢者・全身状態不良
例・心停止例等のマージナルドナーの拡大と
臓器保存時間の延長が考えられており、その
実現のためには主に虚血再灌流障害による
移植直後のグラフト障害・グラフト不全に対
する総合的な治療法の確立が望まれる。 
免疫抑制療法が進歩した現在の移植医療に
おいても、長期成績を規定する主要な因子は
拒絶反応の制御である。比較的成績が安定し
ている腎移植では急性拒絶反応は良好にコ
ントロールされつつあるが、血管閉塞と線維
化を主体とする慢性拒絶反応による長期的
なグラフトロスは未だ解決されていない。ま
た、高い免疫原性と感染症の問題から至適免
疫抑制が極めて困難な小腸移植においては、
移植後短期の生存率は向上したものの移植
後 1 年以降の長期生存率は 1985 年以降全く
改善しておらず、急性・慢性拒絶反応の制御
による長期成績の向上が必要であることを
端的に示しており、更なる研究が望まれてい
る。 
 
２． 研究の目的 
 
従来の移植領域研究の中では、虚血再灌流
障害、臓器保存、急性・慢性拒絶反応という
テーマはそれぞれ独立して捉えられること
が多い。本研究では、“移植後のグラフト急
性炎症”が虚血再灌流障害、臓器保存、急性・
慢性拒絶反応の全てと密接に関連している
点に着目した。本研究“移植医療の革新のた
めのグラフト急性炎症を標的とした包括的
治療戦略の開発”は、グラフト急性炎症にお
ける虚血再灌流障害と拒絶反応の相互作用
のメカニズムを包括的に解析し、更に単なる
基礎研究に終わることなく臨床応用可能性
の高いグラフト急性炎症の制御法を確立す
ることにより、移植医療の現場でのドナー拡
大と長期成績の向上に貢献することを目的
としている。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) 移植腸管筋層における急性炎症に関す
る検討 
①動物実験プロトコール 
Brown Norway ラットをドナー･レシピエント
に用いた同系間、または Brown Norway ラッ
トから Lewisラットへの異系間の同所性小腸
移植を行った。保存液には UW 液を用い、移
植時の冷阻血時間、温阻血時間はそれぞれ約
３０分、２５分とした。異系間小腸移植を施
行したレシピエントラットは、タクロリムス
群（Tac:1mg/kg/day,筋注）、シロリムス（ラ
パマイシン）群（Sir:2mg/kg/day, 腹腔内投
与）、異系移植コントロール群（Allo:無治療）
に分けた。タクロリムス・シロリムスの投与
量・投与方法は、文献的に用いられている方
法に従い決定した。同系間小腸移植を施行し
たレシピエントラットは、同系移植コントロ
ール群として治療は行わなかった。レシピエ
ントラットは移植後２４時間、７日で犠牲死
させ、移植小腸をサンプリングした。サンプ
リングした移植小腸片からは、腸管筋層を分
離し、組織化学的・免疫組織化学的検討と
mRNA の抽出、in vitro 収縮能測定を施行し
た。 
②組織学的・組織化学的・免疫組織化学的
検討 
移植小腸片の組織学的検討にはホルマリ
ン固定、ヘマトキシリン・エオジン染色した
ものを用い、急性拒絶反応の重症度は Wu ら
の報告（Transplant. 2003）に従って分類し
た。 
TUNEL 染色はキット（In situ cell death 
detection kit, Roche Biochemicals）を用
いて、マニュアルに記載された方法で行い、
腸管筋層の TUNEL陽性細胞数をカウントした。 
 移植片の T細胞の免疫染色には抗ラット
CD3 抗体（Serotec）、LSAB2 system-HRP (Dako)
を用いてマニュアルに記載された方法で施
行した。 
 移植小腸片から実体顕微鏡下に粘膜組織
を剥離し、腸管筋層の whole mount 標本を作
製し、ミエロペルオキシターゼ染色、ED1 染
色に用いた。好中球を染色するミエロペルオ
キシターゼ染色は過去の文献に報告された
方法で施行し、陽性細胞数を顕微鏡下に計測
した。マクロファージ・単球を染色する ED1
（Serotec）免疫組織化学では、蛍光顕微鏡
下に陽性細胞数を計測した。 
③Real time RT-PCR 
移植腸管の筋層から total RNA を抽出し
cDNA を作成、TaqMan プローブを用いて 18S, 
CD4, CD8a, Il-2, IL-6, IL-10, IFN-γ, 
MCP-1, ICAM-1, Cox-2, iNOS の mRNA 量を定
量した。TaqMan Gene Expression Master Mix、
AbiPrism7900(Applied Biosystems)を用いて
PCR 反応は行い、ΔΔCT法で定量比較を行っ
た。移植を行っていないコントロール腸管筋
層での mRNA 発現量との比で表示した。 
④移植腸管筋層の機能的検討 
腸管筋層の収縮能は organ bath 法を用い
て測定した。最初に１０分間の自発収縮を測
定した後、0-300μM のベタネコール刺激によ
る収縮を測定、収縮反応は g/mm2/s で計算・
表示した。 
 
(2) 長時間作用型エリスロポイエチン誘導
体ダルベポエチンの肝虚血再潅流障害に対
する作用の検討 
①実験には Wiatar ラットを用い、イソフ
ルレン麻酔下に血管クリップを用いて 30 分
の全肝虚血を加えた。手術開始時（全肝クラ
ンプ 10 分前）にダルベポエチン(15μg/kg)
または生理食塩水を iv で投与した。再潅流 6
時間後に動物は犠牲死させ、血清を採取し、
肝障害の指標として AST, ALT を測定した。 
 
４． 研究成果 
 
(1) 移植腸管筋層における急性炎症に関す
る検討 
 
本研究で用いた急性拒絶反応の gradingで
は、主に腸管粘膜、粘膜下層の所見から、急
性 拒 絶 反 応 を indeterminate, mild, 
moderate, severe に分類される。移植後７日
の検討で、異系間移植コントロール群では全
ての移植片が moderate 又は severe に、タク
ロリムス群では indeterminate から mild に、
シロリムス群では indeterminate から
moderate に分類され、タクロリムス群ではシ
ロリムス群に比して急性拒絶反応は有意に
抑制されていた。 
 
 
タクロリムス・シロリムスがそれぞれ移植
腸管筋層への好中球とマクロファージの浸
潤を抑制するかどうかを検討するため、移植
腸管筋層の whole mount 標本を用いてミエロ
ペルオキシターゼ（MPO）染色・ED1（抗ラッ
トマクロファージ/単球抗体）による染色を
行った。MPO 染色では、異系間移植コントロ
ール群では移植後２４時間で著明な好中球
の浸潤(208±37cells)を認めた。タクロリム
ス・シロリムス治療群では浸潤好中球数はそ
れぞれ 73%, 26%に有意に減っていた。シロリ
ムス群ではタクロリムス群に比べて有意に
浸潤好中球数が減少していた。 
 
 
 
 
 
 
 
移植後７日では、異系間移植コントロール
群では移植腸管筋層に著明なマクロファー
ジの浸潤（803±97cells）を認めたが、タク
ロリムス群・シロリムス群ではマクロファー
ジの浸潤が抑制されていた(それぞれ 420±
46 cells, 445±39 cells)。従って、異系間
移植は移植後初期から著明な好中球・マクロ
ファージの筋層への浸潤をもたらし、それは、
タクロリムス・シロリムスによって軽減され
ることが示された。 
 
 
 
抗原によって活性化された T細胞の浸潤を評
価するために、CD3 免疫組織化学を施行した。
移植後 7日の異系間コントロール群では同系
間コントロール群と比べて著明な T細胞浸潤
を認め、予想されたとおりタクロリムス・シ
ロリムス群では筋層への T細胞浸潤が抑制さ
れた。次に CD4、CD8 陽性 T 細胞の筋層への
浸潤傾向を定量的に評価するため、定量
RT-PCR 法を用いて筋層内の CD4, CD8 mRNA
量を比較した。異系間コントロール群では
CD4,CD8 mRNA 量が著明に増加しており、タ
クロリムス群、シロリムス群で CD4,CD8 mRNA
量は有意に減少していた。これは CD4,CD8 陽
性 T細胞の浸潤の減少を示唆している。 
 
 
 急性拒絶反応は移植片でのアポトーシス
の増加を引き起こすことが知られており、移
植小腸筋層のアポトーシス細胞を TUNEL染色
にて評価した。移植後 7日では、同系間コン
トロール群と比べて、異系間コントロール群
ではアポトーシスは有意に増加し、タクロリ
ムス群、シロリムス群ではアポトーシスの増
加が有意に抑制されていた。 
 
 炎症性・抗炎症性サイトカインである IL-6, 
IL-10の筋層での発言を定量RT-PCR法にて比
較した。異系間コントロール群では IL-6, 
IL-10 は移植後 24 時間で有意に（同系間コン
トロール群の2137倍、376倍）増強しており、
移植後 7 日でも有意な増強は持続していた。
タクロリムス群では移植後 24 時間では IL-6
の発現増強は抑制されていた（649 倍）が、
IL-10 の発現増強は有意差を認めなかった。
シロリムス群では移植後 24 時間では
IL-6,IL-10 の発現増強の有意な抑制を認め
た（149 倍、12 倍）。 
 
 
 移植によって賦活化された T細胞の指標と
して、Th1 T 細胞性のサイトカインである
IL-2, INFγの mRNA を定量化した。移植後 24
時間で、異系間コントロール群の移植腸管筋
層における IL-2, IFNγ mRNA の発現は著明
に増強し（95 倍、187 倍）、これはタクロリ
ムス群、シロリムス群では抑制されていた。
移植後 7日では急性拒絶反応を反映して、異
系間コントロール群では IFNγの発現が移植
後 24時間と比較して 6.3 倍に増強していた。
タクロリムス群、シロリムス群では移植後 7
日の時点でも IL-2, IFNγ mRNA の発現増強
は抑制されていた。 
 
  白血球の血管外浸潤に関与する因子であ
る MCP-1 と ICAM-1 の発現は、異系間コント
ロール群では移植後 24 時間（598 倍、84 倍）・
7 日（131 倍、19 倍）の時点で著明に増強し
ていた。タクロリムス群では移植後 7日の時
点では発現増強を有意に抑制していた（5.8
倍、5.2 倍）が、24 時間後ではその効果は有
意ではなかった。シロリムス群では移植後 24
時間（31 倍、5 倍）、7 日時点（4.3 倍、1.8
倍）で MCP-1, ICAM-1 の発現増強を有意に抑
制していた。 
 
 
 
 移植腸管筋層収縮能の検討 
 タクロリムス・シロリムスの移植腸管収縮
能への影響を検討するため、筋層の収縮を
organ bath を用いて検討した。異系間コント
ロール群では、移植後 24 時間の時点で収縮
能は移植していない腸管の 43%に減少してお
り、これは同系間コントロールに比べて有意
に低下していた。タクロリムス群・シロリム
ス群では移植後 24 時間の時点でも収縮能の
低下が有意に軽減されていた。 
 
移植後 7日では、異系間コントロール群で
は急性拒絶反応を反映して収縮能は更に低
下していたが、タクロリムス群・シロリムス
群では収縮能は改善していた。 
 
 異系間小腸移植では著明な細胞性・並びに
分子生物学的な炎症が移植後のごく早期か
ら惹起され、移植片の運動機能悪化に関与す
ることが示された。臨床で用いられている 2
種類の免疫抑制剤、タクロリムスとシロリム
スはこれらの炎症の抑制し、運動機能を改善
する。急性拒絶反応への効果とは対照的に、
今回の検討ではシロリムスがより強く炎症
を抑制する傾向が見られた。同系間移植と比
較して、異系間移植において移植後 24 時間
の早期においてもより激しい炎症が惹起さ
れていることからも、移植後早期の炎症をコ
ントロールする戦略は臓器移植医療の向上
に寄与する可能性がある 
 
 
(2) 長時間作用型エリスロポイエチン誘導
体ダルベポエチンの肝虚血再潅流障害に対
する作用の検討 
虚血再潅流障害後 6時間の検討では、コン
トロール群では AST, ALT の著明な上昇
(AST:5011±531IU/L, ALT:5070±613IU/L)を
認め、重篤な肝障害を示唆した。DPO 投与群
では、AST,ALT の上昇は軽減される傾向を認
め た (AST:3497 ± 738IU/L, ALT:35877 ±
770IU/L)。 
 
 
 長期間作用型エリスロポイエチン誘導体
ダルベエポチンの肝虚血再潅流障害に対す
る保護効果を期待させるものであったが、個
体差が大きく今後の検討にはモデルの改良
が望まれる結果であった。 
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